





















過反応で 11 1心的な位置を山めていると考えられる。本研究ではSecY-SecE ，fII/I~WJlJ












考えられる。このような変興を分離することにより SecY上の、 SecE との相 II~1'F JIjに
関与する部位をIliJ定することができるo そのような逃伝rl付l!lliリ変災を分出1:し、そ












主:の不f~!~ を、パルスラベル尖験によって伴ばしたo 変災{占: i(l~ を解析したところ、挿
入/欠:A:を1':う変wがSecYの京1胞質領域4 (C4領域)に集'11してれJ-られた<1ヌ1)0fIlJ 





次に IÍiJ じC4領域のミスセンス，II~(変興secY24 (山jili岱受性の分泌欠fitを現す)が
SecY-SecE，fU1i 1":)IJに及ぼす彩科を検討した。secY24は_I--記のHi人/欠失変災とIriJ様













1 : secγ'1 による催-性分泌欠引を抑制する挿入/欠失変災はC4，，1i.h.~に集 11 1 すること
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S R P (シグナル認識純子) (2)が結合し、それによってポリペプチド鎖のや1長が-
1.停止[3-5]、続いて小j抱体映 1-.，こある SRP受容体16，7)にSRPが結合し!tH、ふたた
び小胞体内J主にI;Jけてポリペプチド鎖のf!ll-lj;が開始されることによって愉送が完 f
することがIYJ らかにされた19川。 -)j酵 iリ:で、は、小JJ~1.本にイ{不正してタンパク伎の愉送
fヘを担う談世の向山という面からの側先が進んでいるo タンパク'tl輸送に関わる凶 f
のjElj交感受性変災体が多数分離されているが、その'11でSEC61、SEC62、SEC63111，121 
、KAR213.141がタンパク質の小胞体!民透過に関わる必ゐ'iI~ 了-として |IiU4: された。
Sec61p、Sec62p、Sec63pは小)抱体1史に主1み込まれているタンパク伎であり、!民透過
以};必を促進する-}j、Kar2pは小Jt包体|人JWtにイヂイ1:し、移入したタンパク伐と一時的
































































































大J財産jの分泌タンパク質的見H体は、 1(;j等兵核細胞の場合とは災なり ( ，ji述)、制
訳終了後にJ見透過が起こると与-えられている 126・2910 この124、赤I胞質で翻訳 ・介成さ
れた分泌タンパク質的駆体は強I~il な立体構造を似持していないことが霊安:である 14tH
6 
。SecBは、分j在、タ ンパク'1'tfij ~[~体の i口j次構造形成を妨げ、分j在、 ilJ能な状態を保持す





ていると考えられている156.5710SecAは、 il vitro尖験系において、 SecBとOmpAタン
r パク質古ij!似体の佐合体と結合することが示唆されており l刻、また分泌冶上の!日川区体









SecYは細胞質JJ~ を 1 0 [1貫通するj民主Ilみ込み型タンパク質であり、 111υk:端を細胞
質~IIJ に配IÎIJ し、 6 つの細胞質管i城、 5 つのペリプラズム飢域を持つ lωl。酵母のSec61・
タンパク1'はSecYの相1iiJ#で、あり、小j泡体へのタンパク質輸送に関与する凶rであ







見ilしたo その後、 後に述べる I尚:f心臼，';ji泌b品i!感E悲g受受.イ刊↑
j株t掛株r~1転似14ρlμ42，67)人、 そして↑催£七柏性1:欠J似iisecY変y民'も4付4株未 (匂seιcyd勺1)I“州“州b)勺など多くのs(何f沼cY変y(が分自削蹴|仕tされ、
















テップに凶与・すると考えられていたo Matsuyarna らは大腸 I~iのスフエロプラストに






以_I""のSec~ 了-の |141i: ・ Wf.析によって、大腸瑳iにおけるタンパク質分泌が級数のス
テップに分かれて起こること、各ステップにおいて閃.Ij.するSeclJ¥rとその役川が19]
らかになってきたoその概裂を示すが、以ドのように大別されると 4与考写号.えられているo
( 1υ) まず合成された分泌泌‘夕ンパク質}前}狗む刊g駅H削{体本はシヤペロン分rによ つてi山:f心刈.:可J4j功次、(十伊他F位よ造の



























































態となっていると予処1されたo また、9tf'~I ~l~~sec yイ{イ1:下で、のprlAでのSOlで、 SecE-
の党別公が低下する変災と組み合わせることによ っ てj!?殖が1~ll ~i l:: された。この噌M







しかしこの似必に対して、 SecY と SecEは合成後11\ ちに 'b_~Æな枚合体を形成するとの
輿論がある(Joly、Taura、後述)。












析にfι点を当て、 SecEとの相互作用に関わる SecY上の自IS似を l ， iJ~とすることを 11指し
た。以下は本研究の背誌となった、 SecEがSecYを安定化しそのid-をiJ.とめるリミテイ































さuたSccYまたはSecEとが出fT寸ることはなし、ことを小|てし、ゐ(~~ Jt.}.() ， Joly-
T"uraの利保は、 Bickcrらのモデル (，jij ，t) が安・、11 なものではない、二とを~{Jl くぷ
1廷している
2・2-1・2:SccY分fはi，'.\..、に自立 fT してSccE と 仰fT{本を JI~/J比する
l)if!iIで述べt-Te1uraらのあ1;-県は、 SccY分 f・が，，'.¥..、に競介して、リミ "j-(ング!大If
SccE と '!;:íとな怯 i~W を JI:~Iぷ十ることをぷ"変 している 打、はよのことを以 1;のように
，1・ガラクトシダーゼα配列(l.acZα) を十1"))11 しん SecY のう'~ I仙を rfJr~f寸ゐことによっ
てより l則的;にぷした(.nl
2 3 4 5 
!晶 . ， 
4匝
[:3 
~12・1 SecY位."SccY (t i位乗1)'1 ，:( j IニJJ!?るお1/)包!人.J{!; Ui :.; (八)ノノス
ミト pKY238(ベクタ ;レ ン1)， pK百 2.~則的)レーン 2 )、 pKY2.J7(:-<'c)，.1I 
;レ ン3)、 pKY25H(s('c).“;レ ンI)、 pKY2号9(s('(γ"，{{レーンロ)士そ
れぞれ保持するKJ437f1-，_・37t'で'I:.u芯せ・た徒、["SJメチ'，j>.・ンを1I~、て3D 抄1I'!]
パルスラベルしt. TCA処JljIして 令タンパクれを;;(JI<ごせた位、，I~ J主SDS!こより
ufi(f化し、 SecY.こi.JJ ゐ i/t:H:をJ1J~、て j削1~i;tW{ を 1i し SDS-ドAGEによゐ分配
後オートラシオグラフ fー で，，)l見化した"(B)らec'i'~ "'<.)l'l:Y (1 のよ;~if，'( :I~ll_見出
(A) (・おける作サンブル(ただしJI:e~品のもの}をSDら.よ I) 111m化したも約を
SDS・p八GEによる分自1枝、ナイ口ンメ ノLン!こ屯丸1M!)的に批"j: し んへ ;J~!・
SccYUt:H、をナイ U ンメンブレン 1'.の弓ccYJAびSecY(1 !・f'l) 1Iさせた{を('4i: t J・IJ'ピ
ペル 4 斗シダーゼでf:~'~ I{~iょしたJiL ウサ\ Ip，C、処JI'I七，メJ ブレンをペル-1・1・シ











釘・はSecY(プラスミドpKY248から供給)を過剰生産したもの (1ヌ12-1A、レーン 5) 
と間程度である。しかし、細胞内における帯磁誌を免疫プロッティング尖験によっ
て制べると、 SecY蓄積量は過剰生産をした場合(腿12・1B、レーン 2._ 5)でも、過
剰生産をしない場合(図2・lB、レーン 1)と比較して合成速度に比合うような増加
が比られない。 SecYα を:iliHsiJ1 :.産した場介、染色体山米のSecY事54tilj;が減少したo
そしてSe虻cY+Se虻cYα の蓄
る (ωSe目cYとSe虻cYα のi5盆2量:比はそれらの令j成&:;述生g位tの比を!以}メL心|映決している)0 このような結
果は、 SecYとSecYαが細胞|人lで安定な存イ1:状態となることにおいて立いに競合して
いることを示している(なお、優性分泌欠焔を起こすSecy-<llal後述]もこの競令に
参加できる。 ~12-1B、レーン 4 )。前節で述べたTauraらのおli*と併せて与-えると、
この安定な存在状態とはSecY-SecE複合体そのものであると考えることができる。
エ3:俊性欠tHsecY変異






泌ml~g をぷす能性欠損secY笈災を分離し、 secY勺と命才l した (，jíj述)。 この変興は
SecYのC5 IiJi域と TM9領域との境界irlS分に3アミノ般の欠失をもたらすものであ















!日j節で、は、 SecEとの佐合体形成の際 iこSecy-d 1が日!f'~Jjt~!SecYと競合するとのモデル
を綻ぶした。本研究ではこのモデルに基づき、 SecYLのSecEとの相 1(.作JIに関与す
























2 )分泌lil芸;:を{fPHiリする変災のスクリ ーンには、細胞|付における分泌j斤|ゾ1:カ{II.~ 'lf~. で
あるか、問答されているかをコロニーの色で観察することのできる isecA-LncZ法j
を)IJいる137LsecA遺伝子は細胞内で分泌問答が起こると発現が L:!ttーすることが知ら














"1 と同級に、分泌I~U筈を起こす(I求13・3、レーン 3及び5)。また、 SecY"lα は
SecYαIHJ様、 SccY' と競合して SecE と ，fllll~作flJ すると考えられる(1Ii述、|ヌ12・28、
レーン 4)。すなわちlacZa配列の付加によってもsecy.f1の性質は影科をうけない。
( 1 )のリンカ一掃入変興を尖際にはこのプラスミドに対してわ:う。(2 )でスク
















まず、 lijI!'i 3 )の1'的行}って、 Secy.j1α を発刻するプラスミト pKY2号9を{14・2
した( ;kにこのプラスミドpKY259をMn2 {{ :{dじにおいて ilulllilieu〉イヌlJi~IÞ;;.I'.DNascI-
で処f'Hすることにより JI'iJj'[化をした。この条f'I.1"では、 j液状2本il'i[)¥J八のIlhi}J'i7'J~作々
j!r tijの・カ Jyj'で切断されることが多く、切断ぷ端の)'，' f!!lJ Ji'iラ~1' Ji"t )I'~ 放は{引か (J;~ I・
メクレオチド以内)であることが矢11 られている l川。このような 11'( 釘11ヒD~A(4.4kbp­
;ほぽpKY259の全長のサイズのもの)を、アガロ』スゲル1民主(uk10J、ゲルから
4.4kbp 1tJI" ) '，'の切り ilしによって分断 -FIl2・1しt.段、 T47ァ・ジDNAポリメラ』ゼに
より.-ld;むを、l~i'i'J"化した。
DNaseIによるlI¥ij'iイヒが令h主にわたってランダムに起こっていたιとをMlilitするた
めに、アガロースゲ jレ泊以泳Ii}Jによって分自If.した4.4kbpIHj-J '，'の .j"iI)を、;Iiリ|以内手ぷ
PstIによって切l析した (1'X13-1)。その結保Ps/Iによゐ切mi'により 4，4kbp上りI¥I.I，.、辿
fdじした，l![f，放のバンドを'1:.じた(1叫3・1、レーン 2)。 以卜， O)~:lli 米から DNé1 ..， cl 処J'1[に
よってソラメミドpKY259~~J~長カfランダムに切IlH されたこ とをぷIq， L.ている








1';(13・l プラスミドpKY259!よりN川 t'I ~!!:JII' に
よって7・4 グムに切lHi竺1ト リ:ヵ Hr人変
引や心人 jゐj位打'.(1)、ONねじl処JI'.(乏のツづスミ
トpKY2WヰアガI'l ・スウル 1江 ~W:仙によ って
分i'・sfi;.1二た{女子のサンプルの.ii(レーン
1) .(，・J!{り、，l.4kbp IiJr ); (レ・ン2)えびふ処JII.の
pKY259(レ・ン3)やそれぞれil;lJl以前ふれ11で処
J1. 1 、そ η切IVÍ'/~ ターンをアガ 1・ト・スク}I，.-~江主L
H，:1I}Jで間保した
次に、このDNAの500怖の分了-数の、 liJllJiMみXhoI認識サイトをもっオリゴヌク












に多数ストリークした。この楽天プレートを 12 I~~: IJ緋卵器で37"(に似ち、 j主育
したコロニーを、クロラムフェニコールを合む10mlのし培養液に混合し懸渇した。
このプールからプラスミド悦合物を分離した。このプラスミドをlacZω断f，'を持つ






次にこれらのプラスミドを p}j支 KI437株に治人し、 XG及びtPEG を合む水メ~tA:地上
でl'i色をお:さないことを雌託、した。次に1シjLjltのSecyd1α融合タンパクれが合成さ
22 
れているかを IUJ~べるために、細胞をパルスラベルし、 SecY に対する抗体を)]Jいた抗
体沈殿によりSecydlα を!日!収、 SDS-PAGEで分離したのちバイオイメージアナライ
ザーで欣射能の取り込まれたバンドをIlhj像化して合成idを刊誌記したo リンカー挿入
をした変~~Secy >dlα は、 1低気泳動II:!;に概ねSecy -<.I1α より J'，:-i '大 き な移動肢を /j，した
(凶3-3A:後述)。
またリンカー仲人によってsecydl 変異による分泌1~Jl'hが'jazt にr!Plhlj されたか否か
を雄総した。パルスラベル実験によりマルトース結令タンパク質(MBP)及び、OmpA-
タンパク質のl}ij!似体の都知を観察した([き13-3B、レーン 3、5) 0 sec y"l 、および
f、secy，l (lを保持する車1胞では、分泌|但答が起こっていることをぷすMBP、OmpAの
前~~イ本部.mが飢訴をされたが、リンカー挿入を1l う secydl a似J、子細胞"1では、 rij駆体
の芸獄はこの尖験条件ではほとんど観察されず(凶3・3B、レーン 6-1 2)、野生
株 (1?(13-3B、レーン 1)と同等であった。
_I--記Secy-<.l α の令j主及び分泌阻害の有無の 2 つの}，~~を雌必し、 Secy.dlα を合成し
分泌ml 'i!~:を引き起こさない 1 1 の変異プラスミドの恥J~~ωIJ を決定した。 そのtfiJJL













secY24 Accl1 ACCII SI'cyof1  -v'-'山 n
.・7;J/ぺq


























TM1 -TM10 :股t1i泊毎l域、 C1-C6:細胞質管1或。アミノ般配タIJ(1文す:}<心) 1の託t~J' uγ ミノ木端のメチ
寸ニン~ 1としたものである。分維された変穴(X4、X17、X5-l、 XlOl、X34、X61、X213)を}<寸・配列'1'の0&ひ.
0 1人jの政.{:は欠尖の 1，I，j端のアミノ駿残)~f\ï.，r，~を cl< し、 口i付の 配9"1]1よ jlft 人さ 1L t.Xhol ')ンカ -t.:より Jlu)た
配ダIJである。 なおX213変異は欠~を {'I\わない 2 アミノ般八rg-Alaの l，~ 人である J~)，~配ijlJ欠止はそれぞれの女史
で以ト・の*".処であった(許庁l立CcrettiらのSJlCオペロンの配91J待日t.従う1051) X4， 5025-弓O前，て17，501.1引)92;
X54，5022・5035;X101， 50似・5郎6;X34， 5143・5193;X63， 5114・513-1 まf'リンカー 1"~~のJ;;)}，5'(ζIζGAGG:lが¥4・
、X17、X54、X101へ、 (5'CCTCGAGG3・)、がX34とX63へ、弓'CTCGA(，I・がX2Bへそれぞjtlorj ・i~ 
















? ???、?• ??? ? ?
? ，? ? ?
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- _.ー・ー-ー 宅 F-圃・.圃・
ーーー ー
1μ;(13-3 (八}リンカ』一.イ1，(1人変R央:五rα4ピけ.汁v俳h、勺 j迫自削{む伝iぷ;子カか、らの 1変~Y拠~夕ンパク T抗î<Sc町çY-d山IXα)の 7党とJ現見 ?符干変:~叫'I~ /λ..;. : ~を:1'仇，、主引:υ:n
1-司るKI437tは1をそれぞれ37"(;で'1'打ffさせた後!β3雪路S引lυメチオ 二ン4今!.-J川|リiいL、て3ヌ0f抄歩HlJパルスラベル 1f' TCA処J'I'，により
全タンパク'(iを沈殿芯せた後、 Ili)立SDSにより nfi1ifじL、SccYに).J-，・ゐ抗体1:JIJ"、て抗1、北町!λ!心、をij'った。
ろos-p八CFによるタンパク 1'iの分断後、 t~~"it タ J パク 1'( 1，. s八S200nバイオイメー lナノイサーで1~liI匁化したe
レーン J: pKY2Î8(ベクタ~ )、レーン 2: pK、248bf(Y')、レーン 3: pK、 247(~I'cγ.I /) 、レ ーン・I
pKY2叩(~t'cY・11')、レーン 5 : pKY259(s{'cY"l n)、レー ./6-12;1¥{、ル l.i，l;l' }{，記した、 ~('c) ....l l nへのおリ
ンカー j，fi人変災フソ λ ミド。 (ß) リンカ ー州人生 ~~secY-dl j\1 fJ、 r を ~tJJlする稲11胞内におけるタンパク引の分泌
{八)において、 sos で nTiH化し t.サンプルを外)I'~ タンパク 'i'{OmpA J.えびペリプラズムのマルト ー ス f.'i~$'ンパク
1 νmp)に対するlit:l}を1"、てj，iじ体it院した 以ト -)JJ!J~I、及川バトル U:(BI と lilJ:ij;である" r、 :lìíJ~E 件、 m:h父
然体，......f:れぞれあらわすの
24 








secYにはAcc1切断部位が5カ所 (図3・2図中 rAcc nJでぶす)存不J:する。その内
細胞質管i域 4 高:11 の切能rr箇所におけるリンカ一掃入変災のみがsecY~勺の抑制変興と
して分離された([2(13・2: X213と名付けた)。これはArg-Alaの2アミノ酸挿入をも
たらすものであった。AccIIによる変異導入で、 LacZω を{11thしたことにより LacZ-
活性を持つもの 16 の内、 8 個が同じC4領域にあるAcc11Ii.{'， ~1誕百I~佐へのリ ンカ一掃入
変異であった。その他TM6・C4・TM7の大きな欠失をもたらすもの2似もれ}られた。
残りの6クローンは融介タンパク質を合成しないものであった。 ADα'ClIの詑訟、;識i龍tサイト
fわ下 lは陶まお勾seω川川ri川械州域ル刷lリIqにこ 5 ケ所存例削拍在:するが、 悶胤附4必37淋株仲刷伽I刊小|ド門1勾でで、の分泌泌削制削、J市判川I~向肌q引Jhヂ符~I::O)作切;?仰:ゆの川イ心川川川j汁 州1到知 航!!川州肌!民引肌tれ以川Lに川こ斗|肋刻馴肋1わつら付ず引判、7引例角!
に分削縦tしたプラスミドのリンカ一j挿市入位i宣を解析する と、 secyqlの5ケ所の切断音IS
位全てを合むプラスミドの全領域にリンカー挿入変異がよLいだされた(lIiIJ限酵素処
理によるJIy(.析のデー タは省略) 0 X213以外の 4カJ!Jrでの州人変災はいずれも ln
frameに起こったがsecY-"l を1fIHliリせず、 C4~Ji域のX213変災のみが料穴イt0，こsecy.dlを
抑制するものであった。
大きな欠:)(を1'1:わない変災も、 DNaseI処理による場介とIriJ.f~長 C t1 iJi域に作られた。
25 
DNaseI、fliJ111~醇ぷ;Acc IいずれをJlJいてリンカ一掃人を行った場令でも、 secydlー
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Chase (min) 
図3-4 リンカー挿入がおcY<!laの安定性にうえる影響 プラスミ ドpKY259-
、或いはそれにリンカ一掃人変興(X4、X17、X213)を伴ったものを保持する
BB030株を37'Cで生育させた後、[355]メチオニンをJIいて30秒間パルスラベル
した。非加品メチオニンによ っ て 1:;(1 に示したII，~U'dチェイスした後、 ・A;止の








介でも野生活~SecY と競合不能になり、やはり secy.，11 をt!llilJlJしうる 。 併に股n辿領域
に起こった変災ではこの可能性は無机しねない。 股組み込み~~I.! タンパク伐のJJ史n通
fi域とそのlij後の泡荷分布は、そのJ英Tti曲目IS似のl肢における配JilJ性を決定する情報
(Stop-Transfer、Start-Transfern~~tllb21 ) を合んでいると与・えられている 。 尖|努に、







て雌ilなした。この)h)~は大日弘前のJJ史タンパク'{'[の配lílJtt を Wf.IYJするのにイ01] な :Til~
であり、伎会mな十1/i:J主を~，~:つ Sccyl641やラクト -Â透過両手ぷ (Lacy)11i41の IJ ~込配 IilJ 1'(の決定
にも 1'.だわれたo 十::~~ (I~ とする )1児タンパク引をコードするプラスミド 1'. に、 TnpllOA (ア
ルカリ't'1:フォスファター ゼ辿{ぶr(plloA) をNi人lた桃j立をJ手つトラニ λホゾン
Tn5}をランダムにトランスポジションさせ、 JI史タンパクTおむ伝子と1'"0八との倣fT














1';(13・5 γルカリ↑tフ: λ1・タ ーゼ(PhoA)
の融{~ (よよゐ、 X4女児を~.~つおじけ "1 (1のj以内己li'J
刊iの!'f(fli' C;ccYのLvs:N<(C4~N~)I "，'HiしたPhoA・
を党j見-JゐフフスミトpYXP26H(レー ンi、2)、
または Cll" (1河旬i成)!こ械~介 1 た [>ho八を jtm"1る



















分離されたo 融合側JI)I.の分布はAkiyamaらがTf'11:， l~~Sec Yに対して行った尖験の場合
と類似していた。特に岡山令サイトがP4~Jî域およびP5飢域に存在するものが名々 5 つ、
2つ存在したが、 P4領域における融合体のうち aつ(SecY-X4-PhoA299とする)の融











ら、細胞破壊後にトリプシン処理を行い、プロテアーゼ耐性のPhoA1J:Jr) 11 • を生ずる
か何かで、PhoAドメイ ンの)IJ在性の折線とすることができる18510 Sec Y -X4-P hoA268-
は、予期されるようにSecY-X4-PhoA299よりわずかに小さな分了.:.::のタンパク質と




見がSecYのJJ~ に対する配'Í1J1iI: を大きく変化させるものではないことを /Jミ唆している o
X4よりも小さな挿入/欠失をもっ変興 (X54、X213)の場介も、 J史の配，il)'1".が大き
く変化している可能性は小さいであろう。
















































iχ13-6 ';(' Y24 によ る:'t'Cγ'1変民のul(.!; f・
l' ~Jll IJ p" Y 2 2 6(メ('c i .レ ーン 1)、
pKY241(sl'cY"/ :レ ンー 2)、 pKY324(s代、)'24 ~え
ひ~s('cY .，]の 2 吊.変別;レ ーン 3 )をそれぞれ1~~H
・jる8B030十本ヰ-37じで'1:.1fさぜた{麦、 1"51メチオ
二ーン をJ1J1.、て30秒!日jパルスラベルしたcTCA処
JII~ して令タンパク 11 を北町汽せた iL I}Iえ505-
により nfi作化し、 OmpA ~えび MBPI- ~・J-4 るわL 体
を)IJいて抗体i:tl投した、 5D5-PAG E 1':よゐ分自1:
{を1f:品タンパク'tlをBA弓2000パイ iイメ ージア
ナライザーでjlj像化(手 )p: ;ji割けれ、 11:成主具体
をそれぞれあらわ寸ー
3・2・2:SccY24変~'IS タンパク伐はSecE~乗IJ1 :.J主によって1・定化されない
U先に ~JVYJ したようにj邑剰11: 泌されたSccY はキfII l抱 i人j において j~ヤかにうjW( うれる 。
この分解はSecEのI"JI時過剰~I:.陀によってずi: しく安定化される SccYがlìq~~では ィ4ィムt
kであり、 SecEとの住介体を形成することによってはrめて'火山にイヂイ1:でさゐ。も
しSecYI付の変興によってSecE との十U1作JIJ が弱くなれば、 SccEのj位指~~I:}(:によって
安定化されなくなることが与-えられる。scy.11 に)，J・ 1 る ~filHilJ ~)J以より、 secY24 変 W:
はSecEとの相1('1'rJIJに欠托iをもたらすものであると小Hをされたが、 SccEによる'必定
イヒをJHM:にしてこのIJiIH'I:をさらにiG4とした。
多コピープラスミドから ~!f''1. 1[1. Sec Y、あるいはSecY24タンノぐク引を治JLさせ、
SecEの|川'日tiJII:お邑乗剰剰lリ~，佐lドI:)が昨旅，(巨f点:によるそれらの卒制紺制11川H1I月胞!抱包 lμ内人付j以京裕;干:fH以f点'1Uij此ld止;t: を免f校矢フブ'口ツテイングiJ法j央i で刈べた
( 1似χ13-7列) 0 SecYタンパクれを過剰'1:.1れするプラスミドを似品よるネIJ包11では、
SecEのII1JI，b品乗Ij/l:}去によってSccYの誌もthilJがj';i)1しているのが仰25された(1刈3-7A-
、レ ンー 1) 0 • }jSccY24タンパク1'[を過剰'1:.1来しているキIJ包11では、 SecEの過剰
'1 :.1訟で、はおH'i:1::がほとんど封切1していなかった(1ヌ13・713、レ ンー 1)。 染色体 1'，の











(". (データ省略)。 凶3・8の尖験ではSecEの過剰Ij:_~~~で安定化されている SecYへのラ
ベルはチェイス開始後に附加している(-.-)0 -)j、過剰生産SecEによる去t定化
がおこらないもの(-ロヘ -0・、-・Jでは、このj作加があまり凡られないo I日j者で、




_I'.，Î己の免疫プロッティング尖験では、 SecE の他にYdr の過剰 ~I:. 派が、 SecY ( 
SecY24)の細胞内部品，'i1IUこ及ぼす影響も1jt-せてIOtJべたoydrとは、 secY"l による能








u， .0 苅/ .人
2nd ~ぶ OU4今、~plasmid 守






















。。 10 20 
|χ13・7 j泊中リ'1.d(S抗、投びSecY24タンパク1'(の
f!i fl'tに対するSccE過止IJ'I_庄の幼民 ~lf・ '1 =.11-TW130ー
にSl'cY(pKY318 ; A)またはs('cY24(pKY132 ; B)をj位
剰党Jlするノノ λ 、ド今必人 l、さらにsccF. 
(pKY250;レ ン 1)、 ydr (pST30 ;レーン2)をj品
刺'I-_Ilnする抗 2のフノ λよト、 I'Xいはベクター(レー
ン3)を将人しt. 1千株を37l‘で'1:.-(fさせた後、|ヌ|




30 40 50 
chase(min) 




'よ月食事.~ J:ったが、バルスラベルが終 fしたH時5J点.'.( (チ .1.イス0分)のl怯j土f.J，以:













した後チェイスを行い、 SecYタンパク伐の安定性を観察したo *11胞を30"Cで 1分rBJ
ラベルし非椴識メチオニンの添加lでチェイスを始め、このIS:ιj入点1，点.
4位2'Cにシフトさせ、あるいはそのまま30'Cに保ちチェイスを継続した。 30'Cでは
SecY24変異タンパク質も~f'~t ll~ Sec Y ( l?{13-9 A)とliJ械に安定であり、 80分間のチェイ

















14 24 44 84 chase(mln) 
わ
i記13-9 JS;J:Cレベルで発現するSccYの'ぷiL，1 ~ ・1えはずれ'cY24:変 yl~の !~.~
J{¥n A 0202(sccγ;A及びC)とA0208(s('c Y2 4 s lえひ0) を30't: で 'I ~ú させ、
C~S) メチオニンで 1 分間パルスラベルした後、 )1; f，J~品メチ ，1 ' ニ ンを )JIIえ
lχlにぶしたD，yUlJチェイスし、 -定lt;-のJ百兆H誌をTCA処J'Iして令タンパ
ク質を沈殿させた後、 r'f!.tsoslこより If治化し、 SccY(-l.jする抗体を
JlJいて抗体沈殿を行った。SOS-PAGEによる分制後1札仇タンパクロを
sAS2000パイオイメージアナライザーで Ilhj性化lI なお、 '^i.びBに
ついては30'Cに保ったままチムイスを粧枕したが、 C投i"}0:1 f. [ イス
IJfI !lti4分後に42'Cにシフトさせた。
3・2-5:SccY-SccE住介体の/1:.イヒヴ:的検11，と secY24 変81~ のうど}J ~~ 
(' 3・2-5・1:住介体検11，のんiJ2
以".の判決から、 SccYタンバク質のC4rf!域lこ{立;i;tl':する変.y心('(・Y24 によ ってSccY骨
SccE十lI/t".f1')IJ が!;~Jめられることがぶl俊された。 より 11'(4刻l句 に SccY-SccEtU {'iWを検
/1¥することにより、このI:J泌をさらに検A-した
Brund agc らは大腸 l~iJ院を )1: イオンt'l:界 1Mmt't ilJ1-0・n・オクチル・i/-0-グルコピラ




















































，>ccY122 1>71 (C 5飢域の変民)をJIJいた場介でもSccEのjui;肢が1汁;i-に仰どをされた
(デー タ何時)。





























Antlgen'"ー ・ + ・ + 
L一回..J L開閉ーJ
secY+ secY24 
|ヌ13・10 SecY-SccE組介{本形成にあIするsccY女史の幼県 (A)A0202(~(・()，"; レーン1，2， 5， 6) 、
A 0206(s('c Y24 ;レーン3，4，7， 8)及び‘A0208(secY39;レーン9，10)を30'((レ ント4)あるいは37で(レー
ン5・10) で II~íf させ、 ["~-S] メチオニンで 5 分 IIIJパルスラベルした。 れII!J~を o c 以1'"に 1~~ ち、ソーケー





ンにおけるサンプ JレにはV'LSccYfÎL1*と J~に、抗体作成に111 いた~AI!;l ベノチドを }JII えて flLIJ;t-抗体J:i.応
の競合をれわせ、 l比l必の特 y~.t1:を附:iit した。 (B)(A)のレーン 1-4 に).j}.ιする JI:日誌はサンプルを(A) とlnJ
械に処~'I\しSOS-PAGEで分離した後、タンパク質をナイロンメンブレン 1:に i低気泳動的に松り:した
このナイロンメンブレンを分-r1，:約25KOaのタンパク1'(がIIJ了'/されていゐ部分をJ良県にして 2分川し、
尚分 {.:i: タンパク質が'Ii;'!f されている部分を抗SecYfiL休と、 fl~分 r. '.: I~ タンパク 't'iがk勺.されている










1 : secY勺による優性分泌欠mをf!IJillJする挿入/欠失変wはC'1 fJi城に~rいした
2 : C 4領域の変異であるsecY24によ って、災i探にSccY-SecEHP'工作JIが剥まる。
上の針Ht~か ら以下のように結論する。








~lll を PhoAで、置き換えた融合タンパク質 (SecY-PhoA ) のうち、 P4 よりアミノ末端
側領域を保持するものが優性分泌阻害を示すが、 P3 --- P4間を欠くものはIqL"~:効果が
ない161。優性分泌同1告を引き起こす複合体モデル(結果ー背長参!!日)に従えば、これ
らの知i凡はSecYのカルボキシル末端~!Il に JI史透過に必裂な「前七1:.jYI~校 J がイ{イ1: し、俊
1\11:の分泌阻害効果に必裂な「相互作月日I~位j が、よりアミノ末端側、 SecY-PhoA を
J I Jいた知見によればSecY'のP3からP4領域までのIJにあるとの解釈で説明可能であるo
またこれらの優性欠似公然による分泌1m苦労J恐がSecEの過剰IJ ~ I:.陀によ っ てj!IJfliされ
ることから、 「相互作JIJ の相手は主にSecEであると考えられる。
今r"lの研究では「相1作川部位Jをより汗しく{す:iFtづけるため、 secY勺変!Nに対
する遺伝子内抑iliIJ変興をリンカー挿入法によ って分削.した。Secy.J1の 「相 I(作JIJitIS 
f¥i:Jが破壊されれば、 Secy.d1が野生lWSecYと競合してSecEを奪うこ とができなくな
ると考えたわけである。 このようにしてれ1，られた ~JIl Hilj変興はSecYのC4ÎÜ'i域に集 1] 1 し
たo この領域がSecYのSecEとの「キUIl-イIj:JIl j'¥ 1S占J とiJ之峻されるが、この庁ISf立は
Shimoikeらの研究によ って子i!llされた古ISfu:(P3-P4)に包合される。
DNaseIによるプラスミドの切断によって作られた変興には比較的大きな欠失が合




いことは、リンカ ー仲人後に場人したインジケー タ -1米での分j主'\IÇIl'H のイバ!!~による
スクリ ーニ ングを終ないコロ ニーからプラ スミドを仏、リンカ一掃人位向を制べる
とプラスミド全域にランダムに起こっていたこと等からIJミされる。人-きな欠失によ っ































は日!f'~umsecY が存不正せずとも ~t，守可能で、あり、 TM7飢域を欠失しでもSecYのJJ史透過
il~.t生を保持しているらしいことは、 TM7に挿人/欠失を持つX63およびX341!IJfIJl]変興
の1史配向性との関述で興味深い。




SccE とのみ日立作)IJ を検討することは、リンカ - ~IF人変民解析のあli以-をより rjlk:IU に検
;m:することになり、またこの飢域のSecEれJId'I:)IJ における霊安11:を倣titできる。
secY24変異は、分離されたリンカ一掃人/欠失変災と!日j様、 secy.l1を4!IJ;JIJするこ





































てI{く、 1 分以内に分r~\ml~， I;:が起こる (42)のとは対照的な避さである o )，I~}氏:.: SecY24-
の42 0Cでの分解のカイネティックス、 fえび‘secY241~が分泌I~l ~i;: をmすのにlI，ÿI¥Jがか
かることを考慮すれば、 secY24 変拠による分泌1~Il 'g は、 (a)secY24変 y~，によ っ てSecY­









抗体をJlJいて SecY タンパク質とともに共沈殿してくる凶子を Ijjj~じする'よ験では、ÏlJ
i作化した野~l=.株JJ史からはSccEの共沈殿が飢訴をされた-)j 、 secY24f1:の IIJi作化)1史では
SecEの:JUtl殺がよよられなかった。 SecYの安定化をJmzとする災験では、 SecEとの相
l ，~作川について批終可能であるが、 ï.f治化!肢を J1 jいたこの実験はより 1'(桜SecY-
SccE，fIJI(.作川の結果を f併記きしたこととなり、 secY24変災がSecY-SccE，fll/ ，'.作 )l j を Im~~I;:
することを強く示唆する車占拠であり、これはsecY勺の遺伝子|人J1iIHIlIJ変災のWf.析で利こ
られた、 iC41官飢江引i1域或がS白ecYとSe伐cEとのキ杭相l日1五i.F刊作|ド:川に正吊取1(:!2史必;具泣兵:日0:な庁川|目iげ{粒位主立:であるjという車乱がlJ“
J持与する。 低jht感受性のsecY39( i i古性行I~位J である csf.fi域のjltgEYd) 株の "lIf浴化


























域)でも、 secE501変災の十1I1hl州、 SecYの安定化l叫がで、き、 ilvif 1'0で、のNfI/f}~瓦尖験で、
46 
も!民透過活性を.fSつことがぶされた。SccYとA-Ui_f/l:川するのもこの領域であろう。
今[[11の研究の結決からは、 SecYのC4vJ!J&とSecEのC2vSt域とが1ji，-_ 1': JIjしていると
するのがもっとも 45・えやすい似説であると思われる 。 SecYのC4Í'fiJ!~記の吊1:~'I'-tは今1"1
この予n域は他の~I:-物的における SecY1UliJ体においての研究によってもぶされたが、
-)jSecEのC2飢域もまた、，hlj1';: i1iの羽1iJ体でも比較的良く保存されている(1刈4・1)。
も保存されている伐必がある191 (図4-2) 0 SecY-SecE1U lLイ'，.);JIjには、 SecYのC4領域
とSecEのC2領域が|刻ljaしてる-IJ能性がある。 Osborneらは、版lTj且f1i域相 1'-_(SecY-
で、SecYとSecEとが作JI1しあうというモデルを挺1[¥しているのTM10とSecEのTM3)
C4(SecY)-C2(SecE)Í'J!域のキLl /I~作)Ijと!岐川.ìillilf[域*"もしこれがn尖だとすれば、1791 0 n 
互11jJの相 lL作川は -liいにどのように凶係するのであろうか。 C4予~i域が)民l't.il vI i域の
立体梢造変化を何らかの形で誘起し、 TM10(SecY)-TM3(SecE)111i'-_1'乍JIjを媒介するの
大)助 I~i と布li卒以iで、は比較的制 11\iJ性がかもしれない。ただし、 SecYのTM10fJi域は、


















各アミ ノ椴配列をCαlu凶削s以I愉凶éI川I-V~士核i主冬切4ダ列i九司lリl プ u グラム (D. Hi屯gginsω) をj川1いUい、て、i怯伝べた。SL'ぽ，吃cY2μ4変〉民巳
iト此、ι川1:i川F代tは*であらわした。 J性lドI:.!物|抜仰k初j川沖川{小村州If(のTlrtサは以ドのi.lliりである。EC， EschL'Yichil cv/i; Uし，Bl1cil/lIs 
Jicht!lIiforllis; US， sncil/lIs slIutilis; SC， Stllphylll(O(，(川 CllrlWSIIS;LL， Ulaoc(}CCIIS Jlctis; CP， CyIlIlOJl/WJtI /%Iradω11; 












SecE (8 叫 tili剖 .DVGゆ叩VS図KGKl]，.
SecE (ιμchetutorm川 .NVGゆ 4屯VT国KGKJ]"
C. s目白?・18 HSAflTtVRKVIW門間ETLHτTLIVAAVTAV同 L【凶CLOG!t.VRLVSft:TC[.I(f 
.・'...' •. . • • . ・ ・ー .'・'.''. 
O，(E 拘RIMKff!<OVGKE同t<KVSWP!<.CKELTR'tT('!V t 5 TV I ffV! ff ALLOTG 15QL t ~t.IVE 
図4-2: A :大腸菌SecEカルボキシル末端~!IJ(SecEd. 7・78)と、枯草菌の相同体(Or厄)とのアミ
ノ酸 l次配列比較 Jeong et a[.(Molecular Microbiology 10 133・142Fig. 4) より引用した。パネ
ルCの*は両者で向ーのアミノ酸、 ・は類似のアミノ酸をあらわす。 B: 各生物種のSecEのC2-
領域(抄)におけるアミノ酸配列の相向性。 Ydr(後述)の類似配列も併記した。
域間の相互作用も同等に重要なのかを結論することは難しい。しかし米国の












共にJJ見透過促進jfifl:そのものの-)~ を -}-II.っているとして も、 SecEには 11立小IU~ 、 SecYー
を公定化させることにより細胞内において、 SccYがJ史透過前'111:.を以たしうる 1:に保
つという役割があると行うことはできょう。








も、 SecEのC2領域の一部に.fUlrijな配列を保持することは (位14・28)、 ト.記の競合モ
デルとの!刻述で興味深いことである。 ydrの遺伝r倣i泉は分泌能やSecY交えと↑"1:に彩




hけ~I: を若しく促進するタンパク質凶子が発凡され、 p12(SecG) と命才I された19210
SecG はキI lIW~ 1付でSecY と SecEの jïl，j者と相:lL作JIJ しているらしい。
本{i)f先で、はSecYとの.fll，..作JIjに焦点を当て、 SecEとの相7工作川に関わるSecY領域


































AD202 secY24 zhd・33::Tn1OrspE 
AD202 secY39 zhd・33::Tnl0rspE 
ara β(Iac-pro)中sLtli(戸80lacZ Ll M15) .a(srl-recA)306::Tn 1 OIF'[ t raD36 proAB' 
lacl'< lacZ Ll M15 
HfrKL16PO/45[/ys(62-62)/rlut1ll11g1 thil relAl1 














大腸曲培去をにはLB培地、 P培地、 M9培地及び2XTY培地問lをJ1Jいた (以ド)。
LB培地一一1% bacto・tryptone，0.5% bacto-yeast extract， 0.5% NaCl 
p培地一一一2%polypeptone， 0.5% NaCl 
M9培地一一0.6%Na2HP04， 0.3% KH2P04， 0.05% NaCl， 0.1% NH4Cl， 10ホt1MgS04， 2p g/ml thiamine 










プラスミド名(発現するil伝子 ・レプリコンタイプ) ;構築概附 の}Il!iでみす。







を合む、 1.9kbのEco521 HJiJ j'をpKY234から除き、その部分と pKYHll1功、の仰いjなHfrJj-(PI，-
secY) と 4klFt き i~える。この*，1，出pBB007を '1'.ずる ι 以後にpßL3007からSt'cYiitJ或をfむ.//iJldJIl-
1tJi) jを切り1¥し、 pKY238(帥lにクロ一一ングしたι
pKY259 (secY J1・IncZa・p'ACYC184) ; L，~ pKY258 f1 }~の際の pKY23.tの] 9kbのEco52l1Ui1'.'を、
pKY241 (secyJl・，Il)lil米の付I"Jなl祈八(PIAC-sec Y) とを i泣き換えた。以ト(J.pKY25Sfî 見 II.~ と I"J
ーである。
pKY248 (secY' pACYC184) ; pKY3111米のsecYを含むli/ldIIIlfr片をpKY238ドク口ーニングしたも
の
pKY247 (sa y41・pACYCl84) ; pKY241111*のso::Yを合むHurdIlltfrJ jをpKY238にクローニングし
たもの
pKY132 (s(('Y24' pBR322) ; pKY12(刷(I~5{*11t米のsocY24を合む断Jj を pBR322山米のベクターに
ク口一ニングしたもの)の、 s(\.'Y24変 ~~.1，i:ln を合む5111111-Bnllllfr) i-をpKY6'制1(1'1"1 1~~St\;Y を
コードするpBIミ322山米ベクター)の相I"J部分とlr，¥換したもの
pKY316 (saY24 . pACYCl84) ; pKY248 のli/l(trII-EngJWi) j'(socY vftJ或)をpKYJ32のfllHì~ISう〉と lni興
したもの
pKY324 (secY24 & secyJ1 double mutant . pBR322) ; pKY132の0.3kbEcoRHtliJj' (secYの3'側~マル
チクローニングサイト)をpKY241の相IldJ部分とlN換したもの








EcoT141処理で除いたもの。 M13ファージIntergenicregionをHつ)にク 11ー ニングしたもの






CJ236株に導入した。 M13Kσ ファージの感染による一本釧DNAの，J.\Jt~ ，合成プフイマー (pKY258・
作製lI.yのものは1-.述、 pY氾:>Z68作製II.~ には、 TnpJroAの29J~.J，15+A +Sll:-Yの30L弘 J，qアンチセンス ~tlJ]の
60mer (5・CCAGGACGCTACTTGTGTATAAGAGTCAGATTTCAGCGGTAAATGTGTGCTCTG
TGCAGC3・)をJIJ いた。なお、各プライマーはDNAシンセサイ-lf-380s[Applicd siosystcmslをJ1 Jい




離 tl~ 裂後、 1 mMのMnCl2、40mMのTris.Clplt 75を合む殺i釘抜Ij.でプフスミドi&'V主が0.5mg/ml(令ム;
2Omg)となるよう，Jtr蛙した。 3.5X10"units/rulのイヌ!除腕DNaseIを加え宿泊tで2分IJ処jll、EDTA-
を JI.，(終 i~~Jjtが12.5mM となるよう添)111 し Ji. J.必を{が 11.. させた。 :hlj l!J~MムAccil をJIいた)(1.1:.では、 3.5X












j地血lに二|ト川，;吋iリ1i討浪伐if付体4小、I椛i荷r地をI什iiきぎe懸4泌砧 Jよ.ゐことによつて{刊!リ;、 ここからプフスミドDNAをIlfび分離し、 all:JtMム
XJrolで処JII'した後Yガロースゲルl江主u本肋によ Jて4.4J..bpt二十1、!l寸るハントを分高I1・Hl裂し、さらに
T4ファージDNAI):ガー ゼによってI}環状化した。この操作によ ってXholリンカ F のNl人かた;ζ った
もののみを分削.できる。このDNAを分泌I;W，'，・インジウ ター株KI437に場人 し、 40mg/mlの号・プロモ・
4・クロロ・3・イントリル・3・D・ガラクト ピラノシト(XG)、0.5 mMのフ 4 ニルエチル f~カフクトピラ
ノシド(tPEG)及び20mg/mlのクロラムフェニコールを合むLB;"Xぷ崎地十.で1'1色を日'するj形i弘Z幻r凶i{や刊νけ'IJ;
lυJニ一をi枇滅刷l出州1副i爪儲4枇kで拾い、 IliJl去の新たな2巨人;山地1:にJI片品HfJすゐことによ ってプールする。このプー





させた後、 sæY配ダ1Jr.人jの合成プライマー(ヤクルトrJl央研の在 11;知l行 I~j 卜からご1Jt ']いただいた)を
アニーリングさせ、 BcaBESTDNAシークエンシングキット(市桝造)をJiIいて、 [12PldCTP(NEN 
Research Products， l'七活'1でE3000Ci/mmol)をJIいたインターナルラベル訟で以応を行った。
塩基配列決定川のゲJレの来I成は以ドの通りである :8M以来， 5.7% Acrylamide， 0.8% N，N'-
methylenebisacrylamide， 72mM Tris.Borate， 1.6mM EDT A 
4・7:パルスラベJレ及びパルスチェイス実験
細胞をM9培地にて培技し、凡そK.U.=30( クレット単位 :クレ ット光'， 11比色~1'[No.54 フ ィ lレター]を
11 いた大JI弘l引のi制度の単位 1が約5XI06細胞/mlに.tl吋する)のHわ，J(で、I庁長波50ml・1たり2 5mCi-
のesS]メチオニン(AmericanRadiolabeled Chcmicals、11:i8性l00ci/mmol)を加えるこ とγよってパ
ルスラベルをIJflt.rfiした。 30秒後、 )1;日;識メチオ ニンを終脱皮0.2mg/mlとなるように1J11えず 1イスを
IJIJ始した。 以応は咋 ;1;:の10%TCA を加えることにより l卜.め、 IdJII.~ に綱11胞を他地 しタンパク引を沈殿さ
せた。チェイスを1'1，わない'X験の場合は-定II.~IIII後 1(，J長TCA を加えた。 O'C-c15分11以h'，]ilr，'した後、
微;止法心?'}fで4'C、 2分UlJi主心分離をねいタンパク質を沈殿させ、 1'.1，'，を除)，'後にγヒトン Imlを加え
洗浄した。4'Cで1μ立法心した後i:t搬をSDS-TI1S-EDTAmi伐 (1%のSDS、50mMの1・rb.CI""M'、ll11M




4・7でSDSに可抗化したサンプル30m1(こ付し、 1mlのルブロール級街地 (0.1%のJトイオン十|坪Ilil， 
t'UillLubrol・ PX 、 O.1mM のEDTA、 0.15M のN"CI 、 50mMのTris.C1，."_8 1 ;j( ìftì(~ ) を加え、微 jlLi主心(.，~
で4'C、 10分IIlli主心分離して不j作成分を沈殿さ t除去した。この U，'，にf'y(tli'のふj怒となるタンパクn
に対するiiL体を過剰1，:)1え、 4'Cにて 61制1以hW'inすることによ ってタンパクれがJ応イ本にキ41介した
怯合体を形成させた。次にプロテインA・セフ 1[1 スー{アガロースjl!休に、 JA色フ ドウ秋』よt'llのプ1
テインAを結合したもの。免疫グロプリンCと特典的に結合する。 Pharm(lcia)懸ふJlii20mlJIえ、.t'C
で11与11以上撹作することによりこの桜合体を1"収した。プロテインA・セツアロースをlレプロール級
í~j i夜、払いて10mMのTris.C1o'凶 tに懸渇.rJfil心を行うことによ って洗浄し、 SOS4Jンプル純HJi伐 (
62.5mMのTris.C1、 2%のSDS'，5%[v/v)2・メルカプトエタノ ルー、 10%[v/v)のグリセロール、微id-プ
uムフェノールプJレーの水溶液)30mlとプロテインA-セフアロースを似合することにより怯合体を
附.離させタンパク貨をI[消化した。分泌タンパク質の場合は1∞℃・ 3分、 JI史タンパク1'(は30分11の航
私的批判:に続く 37'C. 5分11の熱処Jl後、プロテインA-セフアロースをj主心分制 したu，'，をSDS-
PAGEのサンプルとした。なお、 SecYとアルカリ性フォスファターゼ(PhoA)との似合タンパク1ftを
附析する羽合は、ルプロール緩街地の代わり μTriton級H'lilt(0.1%のTritonX-l00、O.lnホ4のEDTA、
0.1SMのNélCl、 50mMのTris ，C~II.II'水治法)を)1 Jいた。
なお、本研究にJlIいたt/LSecY抗体 (N末端にふIするもの)はDr.W. Wicknerより、 tJ打机抗/1応r't:β;βSc促cElJ打抗JLf
53 
Or. S. Mizushimaより、 lkOmpA抗体はDr.Y. Anrakuよりそれぞれご1Jt'j.いただいた。またlfLPhoA-
抗体は5・-3・-Inc.より眺入したものである。
4-9: 50S・PAGE
本研究にfIJいたタンパク質泳動JfJのゲルは(A)10% LcamliゲJレ (8) 改変明15%ゲル11附I(C) 改変 I\~
19.6%ゲル19~1の 3 柏である 各ゲルのキILJ庇は以ドにぷすが、 (A)は分泌タンパク質~jHlr(- 、 (B)はSec'r­
の解析に、 (C)は抗SccY抗体によるSecY-SecEの桜什体解析の|訟にそれぞれ)1いた。
(A) : 10% Acrylamide， 0.27% N，N'-methylencbisacrylamidc， 375mM Tris.Cl1¥1I ，8~' 0.1 % SDS 
(B) : 15% Acrylamidc， 0.12% N，N'-mcthylcncbisacrylamide， 250mM Tris.Clp1 ~lf lOmM t、JaCI，O.l%
50s 
(C) : 19.6% Acrylamide， 0.077% N，N'-methylcnebisacrylamidc， 333mM Tris.Clp1・H7，4n¥MNaCl， 0.1 % 
SOS，6M Urea 









(5%スキムミルクを含むPBSバッファー;0.14Mr、JaCl，2.7mM KCl， 4.3mM Na2HP04， 1ふ11MKH2P04 
) '11でブロッキングをした後、検出するタンパク引に付するtJLIflL i，'f (約1/1000吊釈)をJ1IIえ主ihtでいiふ









しIn)収後、 O.5mlの緩衝液C(20%グリセロール、 50mMIIEPES/KOllpH=7.0、50mM KCI、101M
OTTの水治法)にN懸消した。食Jiを添加lした)Ki行1'.で、マイクロプロープ全仏li'したソニウーター
(HEATSYSTEMS & ULTRASONICS lnc.)(こより、作40秒11の11I1F-討をirlいた20砂11、51")のJ泳fiにより
綱1胞を，w汗法政砕する。 HJTACIIl;L1・.Mi.i主心?MJIJI ター ー RI'IOOATをj川|リjいbい、渇6α)(川州o}1川巾1小lレ'IJ，
で」木占{舷政仲縦紛制1IJ1胞l泡包をj沈尤民搬t.分削.した後、以来を合んだ粍ifi伐Cを、 11終i加えが6Mとなるように加え、。℃
で20分保i14する。次に川じローターを 1 11 い、 100∞0[111 転、 25分[111迫心するよとにより似1IIIj分を IIIIJIX'~
ゐ。 II1PIXした1史は0.5mlの綴街地CにIJ懸渇する。この股懸i当地を、 16.5mMのTrb.Cl"lI7'J、5mMの
p-アミノペンズアミジンJiA円安Jl"(セリンプ口テアーゼIUl主点1])、1.25%の1-0・n-オクチlレ-s・0・グル
コピラノシド、 3，25mg/mlの大腸 I~i リンJJlH'i(Avanti polar lipid Co.)及び25%のグリセロールをそれ
ぞれ合む緩衝浪'1Jに1;:大'1"';止(体問比)となるように加え、 0'Cで30分1料品することにより可能化さ
せる。 ィ~lInH 化凶i分を、 11汀TACα11 1巾;戸i1'.起i辿主心2出品川ロ一タ一則〉勺12却OAT、をjハ川1Iμb、て12却O∞l川1川叶中)ψlレ1';、2却O分1川i白叫1I(/ぴの〉
迫心心、によつて i比屯民搬t. 分離させ_fト.:j.ji1J11 の llfi治存化11州"山州h川II~う分〉を 11いH叶'1川4収iする。lIfi符化Ilhj分 H'ft¥ 1に対して1.5fl~ :1の11'私
術減(50mMのTris.ClF2141、lS0mMのNaCI、1.25%の1-0・n・オクチル・H-D・グルコピラノシド、
1.5mg/mlの大j貼 l~l リノ脂質&び40%のグリセロ ールのぷi浩被)を加え、 tit:Scc Y!lt. f本(限必の12fのJi~'ft: 
~l mlに汁して10011の liLIfn i，li' ;を)IJいた)を添加lし0'Cにおいて 21，y.!11J似jiltした後、 15mlのプロテインA-
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セフアロース (10mM Tris.Cl plt•lJ 1への '1'-体払懸渇ìå ) を添加し、 4'Cで211.~; IIIJ保 iLi し iÎt:SccY抗体に結
合したタンパク伐を 111111足した。 'この 1;~Jil.~~の1iCSccY Irl i，'j-t こ Hす・ ゐ~) ~~ t'I・ TWII~する t.めに作サンプ
ルにこのlJclrli，'ii~: l~に JIJ いた1JUJ;(ペプチドを添加したものも JIJ 必:し た lmg/mlに品製したペプチド
1mlに対してわI'LSCCYl(li，'，lmlの川合でJIいた} 0 50Sサンプルバッファ ()でタンパクロを治/1¥し
た後SOS-PAGEで分離・解析した。
















50mg/mlのトリプシンを添加I(あるいは不添加I) し、 0'Cで30分IIIIU出する。 TLCK&びPMSFを各
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本研究でJIJ いましたsecY介成プライマーはヤクルト 'I ' ~rl)f 究所のÎ，:ïl ，・ tll 1i" 1φ1: か
ら、 fj'CSecE抗体はよU;1(楽科大'下の水lJlfi:11j::l:から、 f/CSecY抗体はW.Wicknerll.l，i:会1: 
から、 fAOmpA抗体は*京大マ:の宏司!;.森公博士から、またsecA-lncZ保持株はJ.
Beckwith防士からそれぞれ後供与いただきました。
事?4長どうもありがとうごさいました
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